CRISPR/Casシステムを用いた多重遺伝子変異マウス作製による網膜発生におけるFGF遺伝子ファミリーの機能解析 by 傳田 京美
２０１６年度 修士論文要旨 
CRISPR/Cas システムを用いた多重遺伝子変異マウス作製による 
網膜発生における FGF 遺伝子ファミリーの機能解析 
関西学院大学大学院理工学研究科 
生命科学専攻 大谷研究室 傳田 京美 
 
【研究目的】マウスの遺伝学的解析において遺伝子ファミリーが存在する遺伝子群や機能的に相補し合
う複数の遺伝子を解析する場合、単一の遺伝子を欠損させても遺伝子機能の重複性により表現型が見ら
れず、その機能を遺伝学的に知る事が困難なケースがある。そのような場合、複数の遺伝子を同時に欠
損させた多重遺伝子欠損マウスの作製が必須となる。しかし従来の遺伝学的交配による方法では、時間
や労力の点で困難を伴うことも多い。本研究は、胚発生中のマウス網膜で共発現している三つの遺伝子
Fgf3/Fgf9/Fgf15 について、近年遺伝子改変ツールとして開発された CRISPR/Cas システムを用いる事
で多重変異体を作製し、それらの遺伝学的役割を解析するとともに、マウスの多重遺伝子変異体作製の
効率化を図ることを目的としている。 
 
【実験方法】①先行研究において得られていた Fgf3/9/15 三重遺伝子変異候補 ES 細胞について PCR 解
析による予備的スクリーニングを行った。その結果、Fgf3/9/15 三重遺伝子変異 ES 細胞及び Fgf3/15
二重遺伝子変異 ES 細胞を同定する事ができた。これらの ES 細胞を宿主胚へ injection し、仮親へ移植
後、胎生 10.5 日及び 13.5 日で胚を摘出、蛍光実体顕微鏡下で ES 細胞寄与率の高い胚を選別した。胚
の四肢からゲノム DNA を精製し、PCR 及び sequence 解析によって遺伝子型を決定した。遺伝子型解
析から Fgf3/9/15 遺伝子欠損及び Fgf3/15 遺伝子欠損と考えられた胚について網膜周辺組織の切片を作
製し、HE 染色法、免疫染色法を用いて表現型の解析を試みた。②並行して、Fgf9/15、Fgf3/9 の二重
遺伝子欠損マウスの作製も試みた。先行研究により選定された Fgf9/15 及び Fgf3/9 を標的とした
sgRNA をベクターに組み込み、リポフェクションにより ES 細胞へ導入した。PCR 解析による予備的
スクリーニング後、Fgf9/15 及び Fgf3/9 二重遺伝子変異 ES 細胞を宿主胚へ injection し仮親へ移植し
た。採取した胚について①と同様に網膜発生における表現型解析を試みた。 
 
【実験結果と考察】①三重遺伝子欠損と推測される複数の ES 細胞系統より寄与率が高い変異胚を得た。
それらの胚では、Fgf3 遺伝子欠損時に特異的に見られる尾の形態異常が観察された。更にこれらの系統
由来変異胚における遺伝子型解析によって三重遺伝子欠損を確認した。Fgf3/15 遺伝子変異 ES 細胞由
来胚についても同様の解析を行い、二重遺伝子欠損を確認できた。三重遺伝子欠損個体の網膜解析では、
眼球全体及び視神経の低形成が認められた。更に網膜中心動脈の形成が認められなかった。Fgf3/15 遺
伝子欠損胚についても、同様の形態が観察された。② 各遺伝子の網膜における遺伝学的役割をより詳
細に解析する為に①と同様に Fgf3/9 及び Fgf9/15 二重遺伝子欠損マウス作製を行った。その結果、複
数の ES 細胞系統より寄与率の高い変異胚を得ることが出来た。更に Fgf3/9 遺伝子欠損胚については
Fgf3 遺伝子欠損時に特異的に見られる尾の形態異常が観察された。各遺伝子型について HE 染色法に
よって網膜の形態観察を行った。その結果、Fgf9/15 遺伝子欠損胚については、眼球全体、視神経、網
膜中心動脈の低形成に加えて coloboma(眼欠損症)が認められた。一方、Fgf3/9 遺伝子欠損胚では眼球全
体、視神経の低形成及び coloboma が認められたが、網膜中心動脈の形成は観察された。以上の結果か
ら、網膜形成において各 Fgf 遺伝子の遺伝学的役割が異なっている事が示唆された。 
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